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1 

Nouvelles utilisations de la sterllit e mSle chez les plantes 

Linvention conceme de nouvelles utilisations de la sterilite 
m&le pour limiter les risques lies d la production de plantes transgeniques 
pour rhomme et Tenvironnement. 

Les benefices de Tutilisation de plantes transgeniques sont 
tres prometteurs. La transgenese de genes de mammiferes dans une 
cellule veg6tale offre en particulier une voie de production en grandes 
quantites de proteines recombinantes nouvelles, a un cout de production 
reduit et sans risque de contaminations virales ou subvirales (prions). 

Cependant, ces b§n6fices ne doivent pas faire oublier les 
aspects de nature ecologique lies a la production de plantes 
transgeniques, auxquels le public est tres sensible. 

La Demanderesse a presentement mis au point une 
technologie mettant la sterilite male au service tfune "biotechnologie 
verte", respectueuse des aspects ecologiques et humains. 

Une amelioration possible reside dans le contrdle de la 
dissemination du transgene dans Tenvironnement. 

Uisolation spatiale des parcelles cultivees permet deja de 
r6duire le risque de 'fuites" du transg6ne mais cette methode est 
contraignante et devient problematique avec la multiplication des 
produits. 

UintSret de methodes gendtiques pour isoler le transgene et 
r6duire le risque de 'tuite" a 6t6 suggere dans un article d'Ellstrand en 
1990. ParmI de nombreuses propositions de solutions face au probl^me 
de 'Yuite" du transgene, Eilstrand note que des genotypes male sterile 
pourraient &re tntroduits, ou qu'un g^ne letal pour le pollen pourrait §tre 
li§ directement k un gdne construit par gdnie genetlque. Cependant. 
aucun dSveloppement technique n'avait dte mis en oeuvre dans ce sens. 
Or, 11 dtait impossible de prdvoir le succds de la mise en oeuvre d'un tel 
ddveloppement, en raison notamment du nombre de parametres mis en 
jeu dans les techniques de genie genetique chez les plantes. 
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Or. il etait impossible de prevoir le succes de la mise en oeuvre d'un tel 
developpement, en raison notamment du nombre de parametres mis en 
jeu dans les techniques de genie genetique chez les plantes. 

La Demanderesse a mis au point une technologie 
5 pemiettant d'empdcher la dissemination du transgene par vole pollinique 

et done sa •fuite" dans Penvironnement. technologie seion laquelle une 
plante mSle sterile est utilisde pour eviter la dissemination d'un transgene 
tf Interi&t integre dans le genome de ladite plante. 

L'interSt du controle de la fertilite male est connu pour la 
10 production de plantes hybrides qui implique le croisement de deux lignees 

differentes. 

Une des methodes pour empecher rauto-fecondation en 
controlant la pollinisation est la "castration" manuelle des organes males 
de la plante. 

15 Des recherches sent egalement menees pour un controle 

genetique du developpement du pollen. 

La sterilite male peut etre "acquise", c'est-a-dire qu'elle est 

independante d'une quelconque manipulation genetique par la voie de 

TADN recombinant On peut distinguer la sterilite male cytoplasmique de 
20 la sterilite male nucleaire (Williams, 1995). La sterilite male cytoplasmique 

est liee a des changements dans I'organisation et Texpression du genome 

mitochondrial, la sterilite male nucleaire resulte de mutations dans le 

genome du noyau de la cellule. 

La sterilite male peut aussi etre "artificielle", tfest-a-dire 
25 qu'elle est induite par Texpression tfun gene conferant la sterilite male 

(gene AMS) qui est insere soit dans le genome mitochondrial (sterilite 
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m§ie cytoplasmique). soit dans le genome nucleaire (sterilite mate 
nucleaire). 

Conformement a Tinvention, ladite piante male sterile utilisee 
pour dviter la dissemination d*un transgene d'interet integre dans le 
5 genome de ladite piante est porteuse : 

- soit d'une st6rilit§ male cytoplasmique, de preference une 
sterilite male artificielle induite par un transgene integre dans le genome 
mitochondrial de ladite piante ; 

- soit tfune st6rilite male nucleaire, de preference une 
10 sterilite male induite par un transgene insere dans un site non essentiel 

du genome nucleaire de ladite piante. 

De maniere preferentielle, conformement a invention, ladite 
piante peut avoir ete rendue male sterile par Tinsertion, dans un site non 
essentiel du genome nucleaire, d*une sequence comprenant un gene 
13 AMS et ledit transgene d*int6ret genetiquement lies. 

La liaison entre le gene d'interet et le gene de I'AMS aura 
pour effet d'interdire sa dissemination par voie pollinique, permettant ainsi 
une multitude de productions differentes dans un meme environnement. 

En outre, le transfert du gene de TAMS Iui-m6me vers les 
20 plantes de type sauvage rfest pas S craindre car il ne sera pas 

susceptible d'§tre retenu au sein d'une population sauvage dans la 
mesure oCj il represente plus un 'tardeau gen6tique" qu'un quelconque 
avantage selectif. 

Par liaison entre gdne d1nt6ret et gene de TAMS, on entend 
23 une distance gSndtique suffisamment faible pour que les frequences de 

recombinaison au cours de la meiose soient negligeables. 
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Par transformation genetique, on peut introduire dans une 
plante deux voire trois genes dont la liaison physique est absolue. 

L'invention a ^alement pour objet une plante transgenique. 
partie ou extrait de plante transgenique, caracteris^e en ce que ledit 
3 transgene d'inter6t est lie genetiquement a un gene AMS associe a des 

6l6ments permettant son expression dans les cellules vegetaies. 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription. 

Conformement k la presente invention, il est entendu que la 
presence dudit gene AMS n'empeche pas ('expression dudit transgene 
10 d'intdrdt. 

Par "partie" de plante transgenique, on entend notamment 
feuilles, fruits, ou cellules de plantes transformees genetiquement. 

L'invention a egalement pour objet un vecteur, notamment 
plasmide, caractirise en ce qu'il contient un transgene interet associe a 

15 des 6l6ments permettant son expression dans les cellules vegetaies, 

notamment un promoteur et un terminateur de transcription, lie 
genetiquement a un gene AMS associe a des elements permettant son 
expression dans les cellules vegetaies, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription. 

20 Selon un mode de realisation prefere de r invention, la 

sterilite male artificielle peut §tre conferee par un gene constitue d'une 
s6quence codant une proteine susceptible de degrader les ARN 
cellulaires (RNAse) sous controle d'un promoteur anthere specifique tels 
que decrit par PAUL W. et al. (1992). 

25 Cette RNase peut etre la Bamase de Bacillus 

amyloliquefaciens, Le promoteur peut avantageusement §tre le promoteur 
A9 6'Arabidopsis thaliana specifique du tapis de Tanthere. 
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Les plantes exprimant ce gene chimerique deviennent 
incapabies de produire un pollen viable grace a la destmction specifique 
des cellules du tapis de I'anthere. De telles plantes sont par ailleurs 
nomnales. 

5 Les plantes selon rinvention etant incapabies de produire du 

pollen viable, 11 n'y a aucun risque de dissemination des genes de sterilite 
mlile et d'interet par le pollen. 

La multiplication de ces plantes se fait en apportant du 
pollen provenant de plantes non porteuses du gene d'int§r§t selon 

10 rinvention. 

Dans le cas du mais, la culture des plantes transgeniques 
en vue de la production peut §tre assuree selon un schema de type 
production de semences (4 ou 6 lignes femelles suivies de 2 lignes 
pollinisatrices). Les plantes utilisees comme femelles (plantes porteuses 

15 du gene d'interet) sont semees en double densite. Dans un tel schema, le 

g§ne d'interet est lie a un gene de selection (par exemple, gene conferant 
une resistance a un herbicide), ce qui permet ensuite, par un traitement 
avec ragent de selection (herbicide par exemple), d*eliminer les plantes 
autres que males steriles. La recolte ne se fait alors que sur les lignes 

20 femelles. 

Pour la production finale, un semis en melange peut 
egalement etre envisage. Dans ce cas, la lignee pollinisatrice est non 
porteuse du gene d'interet et est utilisee en melange (10 %) avec la 
Iign6e utilisee comme femelle. Le semis est realise en double densit6. Le 
25 champ est dans ce cas recolte dans son integralite. 
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Selon un autre mode de realisation de I'invention. on utilise 
la sterilit6 mkle cytoplasmique pour limiter la dissemination tfun 
transgene Integre dans le genome d'une plante. 

Les plantes porteuses d*une st6rilite male cytoplasmique 
5 sont affectees dans leur genome mitochondrial, ce qui les rend inaptes a 

la production de pollen en absence des genes nucleaires de restauration. 
Cette st6rilite mile peut §tre soit "acquise". soit provoquee artificiellement 
par insertion dans le genome mitochondrial d'un gene conferant la 
st§rilite male cytoplasmique (gene CMS), par exemple le gene Ogura. 
"0 De telles plantes sont habituellement utilisees par les 

etablissements semenciers pour faciliter leur production de semences, 
Une part importante de la production de semences de maTs repose, par 
exemple, en Europe, sur Tutilisation d'une sterilite male cytoplasmique 
dite de type C. 

15 Selon un mode de realisation prefere de Tinvention, on 

introduit un transgene par retrocroisement dans une lignee de plante. 
notamment de mats, porteuse d'une sterilite m&le cytoplasmique. La 
plante male sterile est dans ce cas utilisee comme parent femelle. Deux 
retrocroisements successifs suivis d'evaluations et selections dans la 

20 descendance permettent d'atteindre Tetat homozygote pour ce transgene. 

En absence de g6ne nucleaire de restauration (gene Rf4 
pour le cytoplasme C). la plante porteuse du transgene sera done rendue 
m§le sterile. Aucun grain de pollen porteur d'un transgene ne sera done 
emis dans Tenvironnement. Si la plante est homozygote pour le 

15 transgene, tous les grains recoltes sont porteurs du gene et done 

expriment le phdnotype. 
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La culture de ces plantes en vue de la production est 
realis6e en cultivant des plantes pollinisatrices a proximite des plantes 
transgeniques males stdriles. Ceci peut etre obtenu soit par melange de 
semences (10 % de poltinisateur sont suffisants), soit par une altemance 
5 de lignes femelles (mdles steriles) et de lignes pollinisatrices. Dans ce 

dernier cas, seules les femelles sont recoltees. 

L'invention a egalement pour objet un procedd de production d'un 
produit d'expression d'un transgdne d*int6rdt caract^risd en ce qu'il 
comprend : 

10 a) - soit la transformation de cellules vegetales, notamment 

d Taide d'un hdte cellulaire tel que defini precedemment, iui-meme 
transforme par un vecteur contenant un transgene d'interet associd ^ des 
elements permettant son expression dans les cellules vegetales, lie 
genetiquement a un gene AMS associe a des elements permettant son 

15 expression dans les cellules vegetales, de maniere a integrer dans le 

genome de ces cellules un gene AMS lie genetiquement a un transgene 
d'interet ; 

- soit la transformation de cellules vegetales porteuses 
d'une sterility mdle cytoplasmique ou nucleaire de maniere a integrer un 
20 transgdne d'interet dans le genome de ces cellules ; 

b) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegdtales transformees sus-mentionnees ; 

c) la recuperation du produit d'expression dudit transgene 
d'int6r&t dans lesdites cellules ou plantes transformees sus-mentionnees. 

25 notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une purification. 

Un autre aspect lie a la production de plantes transgeniques 
reside dans la presence de genes eventuellement juges indesirables, 
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voire nefastes, pour Thomme et/ou Tenvironnement, en particulier aux 
yeux du public. 

En effet, pour obtenir des plantes transgeniques, il faut trier 
parmi des millions de cellules, celles comportant la modification a 
introduire. Pour ce faire, on utilise des genes dits marqueurs qui conferent 
habituellement des resistances a des antibiotiques ou S des herbicides. 
Ces genes sont parfois juges indesirables et differentes strategies (co- 
transformation, utilisation de recombinases...) ont dtS envisagees pour 
tenter de les elimlner. 

Ainsi. la demande de brevet WO 92 01370 divulgue un 
procdde pour produire une plante transgenique contenant un gene 
tfint6r§t, libdree de genes marqueurs utilisant un systeme de 
transposition. 

Par ailleurs, la demande WO 91 09957 divulgue un precede 
de recombinaison site-specifique dans des cellules de plantes qui utilise 
un systeme Cre/lox pour produire une deletion, une insertion ou un 
echange reciproque de segments d'ADN. Le precede decrit est applicable 
^ r^limination d*un gene marqueur. Le deposant cite aussi r utilisation de 
ce precede pour restaurer la fertilite dans le cadre de la production de 
semences hybrides par genie genetique. 

Cependant, dans I'art anterieur, ta sterilite male rfavait pas 
ete utilisee comme marqueur en tant que tel dans des operations de 
cribtage. 

Selon un mode de realisation de I'invention. le gene AMS 
peut servir de marqueur positif pour le criblage de plantes ayant integre 
un transgene d'interfet, les individus possedant ledit gene AMS etant 
selectionnes. 
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La presence de ce gene AMS peut etre detectee notamment 
par des analyses mol^culaires utilisant des reactions de polymerisation 
en chaine (PGR), et/ou par des analyses de Southern blot selon des 
techniques usuelles (Sambrook et al., 1989). Les plantes possedant une 

5 stdrltite mdle peuvent aussi 6tre tout simplement selectionnees en 

observant la presence ou I'absence de developpement des grains de . 
pollen. Le g^ne AMS ayant servl de marqueur positif peut ensuite §tre 
considdr^ comme indesirable et peut 6tre excise. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, le gene 

10 AMS permet ramelioration du procSde d'elimination d'un fragment d'ADN 
exog§ne indesirable dans le cadre d'operations de criblage de plantes 
transformees genetiquement. 

En effet, pour 6tre efFicaces, les strategies de criblage 
existantes, reposant sur Tutilisation d'un gene marqueur. telles que 

15 decrites dans les demandes de brevet precitees par exemple, doivent 

fonctionner d une frequence tres elevee. Les cellules ou plantes ayant 
perdu le gene marqueur ne sont plus selectionnables par rapport a celles 
dont elles sont issues. Le tri repose alors sur des methodes moleculaires 
lourdes et onereuses. 

20 La Demanderesse a presentement decouvert Tinteret de 

Tutilisation d'un gene conferant la sterilite male artificielle (gene AMS) 
comme "marqueur suicide" ou "negatif d'un evenement d'excision, a 
savoir que seuls les individus qui Tauront perdu se multiplient. Ceci 
pemriet rutilisatlon de strategies d'elimination d'un fragment tfADN 

25 exogene indesirable ayant des rendements faibles et done I'elargissement 

des champs d'investigation dans ce domaine. 
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Conformement a Tinvention. le gene AMS est lie 
gendtiquement a un fragment d'ADN indesirable de telle sorte que ledit 
gene AMS et ledit fragment d*ADN indesirable puissent etre excises 
simultanement. 

5 Ledit fragment d'ADN exogene indesirable peut etre 

notamment un gene marqueur, de preference un g6ne conferant une 
resistance a un antibiotique. 

Les systdmes d'elimination de genes indesirables reposent 
generalement sur deux composants: un fragment d'ADN excisable qui 
10 contient le gdne indesirable et un inducteur de cette excision. 

Selon un mode de realisation de I'inventlon. on introduit 
dans le fragment excisable un gene conferant la sterilite mile artificielle. 
Les plantes transformees avec ce premier composant seront done males 
st§rlles. et malntenues par retrocroisement ("back-^a^oss"). L'inducteur 
13 apporte par un crolsement. entramera relimination du fragment d'ADN 

contenant le gene AMS, provoquant ainsi le developpement de fruits 
issus d'autofecondation. Ces fruits contiennent des individus debarrasses 
du gene AMS et de gene indesirable. 

En pratique, il suffit de recueillir les seules graines produites 
20 en autofecondation par des plantes F1 contenant les deux composants. 

Selon un autre mode de realisation de r invention, la plante 
ayant integre le fragment d'ADN excisable contenant le gene AMS peut 
etre transformee par un fragment d'ADN inducteur de I'excision. 

Le systeme d'excision utilise conformement a I'invention 
25 pour eliminer le fragment d'ADN indesirable peut etre un systeme de 

transposition, tel que notamment le systeme Ac/Ds du maYs, ou un 
systeme de recombinaison, tel que notamment le systeme Cre/lox du 
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bacteriophage P1 . le systdme FLP/FRT de la levure. la recombinase Gin 
du phage Mu, la recombinase Pin de E. coH ou le systeme R/RS du 
plasmide pSR1. 

Un but de la presente invention est egalement de fournir un 

5 vecteur, notamment plasmide, caracterise en ce qu*il comporte un 
fragment d'ADN excisable qui comprend un fragment d'ADN indesirable et 
ledit gene AMS, ledit fragment d'ADN indesirable etant de preference un 
gdne marqueur, de prdf^rence un g§ne corrferant une resistance a un 
antiblotique, ledit gene AMS et ledit fragment d'ADN indesirable etant 

10 associes chacun respectivement a des elements permettant leur 

expression dans les cellules veg^tales, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription. 

Lesdits vecteurs selon Tinvention sont utilises pour la 
transfontiation de cellules v^Stales. 

15 Uinventton a enfin pour objet un kit pour la mise en oeuvre 

du precede d'elimination tf un fragment excisable, caracterise en ce qu'il 
contient d'une part un vecteur tel que defini precedemment, contenant un 
transgene tfinteret associe a des elements permettant son expression 
dans les cellules vegetales, lie genetiquement a un gene AMS associe a 

20 des elements permettant son expression dans les cellules vegetates, 

comprenant un gene AMS excisable, ou une plante ou partie de plante 
transformee par ledit vecteur, et d'autre part un vecteur portent une 
source de transposase ou de recombinase, ou une plante ou partie de 
plante transformee par ledit vecteur. 

25 La transformation de cellules vegetales peut §tre realisee 

par transfert des vecteurs susmentionnes dans les protoplastes. 
notamment apres incubation de ces demiers dans une solution de 
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polyethyleneglycol (PG) en presence de cations divalents (Ca^") selon la 
mdthode decrite dans Particle de Krens et al., 1982. 

La transformation des cellules vegetales peut egalement 
etre realis^e par diectroporatlon notamment selon la methode decrite 
5 dans I'article de Fromm et at., 1986. 

La transformation des cellules vegStales peut egalement 
etre realis6e par utilisation tfun canon a gene permettant la projection, a 
tres grande Vitesse, de particules metalliques recouvertes des sequences 
d'ADN d'int6r&t, delivrant ainsi des genes a rinterieur du noyau cellulaire, 
10 notamment selon la technique decrite dans Tarticle de Sanford, (1988). 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, 
est celle de la micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere du 
precede de Tinvention. les cellules vegetales sent transformees par un 
15 vecteur selon Pinvention, ledit hote cellulaire etant susceptible d'infecter 

lesdites cellules vegetales en permettant Tintegration dans le genome de 
ces demieres, des sequences d'ADN d'interet initialement contenues 
dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusement, I'hote cellulaire susmentionne utilise est 
20 Agrobactehum tumefaciens, notamment selon les methodes decrites dans 

les articles de Bevan, 1984 et d'An et al., 1986, ou encore Agrobactehum 
rhizogenes, notamment selon la methode decrite dans I'article de Jouanin 
etal.. 1987. 

De maniere preferentielle, la transformation des cellules 
25 vegetales est realisee par le transfert de la region T du plasmide 

circulaire extra-chromosomique inducteur.de tumeurs Ti d* Agrobactehum 
tumefacierys, en utilisant un systdme binaire (Watson et al.). 



wo 98/38323 



13 



PCT/FR98/00381 



Pour ce faire, deux vecteurs sont constaiits. Dans un de ces 
vecteurs, la region d'ADN-T a 6td Sliminee par ddldtion, a I'exception des 
bords droit et gauche, un gene marqueur etant insere entre eux pour 
permettre la selection dans les cellules de plantes. L'autre partenaire du 
5 systdme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a 

plus d'ADN-T mais contlent toujours les genes de virulence wr, 
ndcessaires a la transformation de la cellule vegetale. Ce plasmide est 
maintenu dans Agmbacterium. 



10 Le gene AMS et le gene d'interet peuvent etre associes 

ensemble ou chacun respectivement a un systeme de contr6le 
transcriptionnel, notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription. 

Le gene AMS peut etre notamment associe a un systeme de 
15 controle transcriptionnel comprenant un promoteur permettant une 

expression sp^cifique dans Tanthere tet que le promoteur A3 ou A9 (WO 
92 1 1379) ou les promoteurs TA29, TA26 ou TA13 (WO 89 10396). 

Parmi les terminateurs de transcription pouvant etre utilises, 
on peut citer le terminateur polyA 35S du virus de la mosaique du chou- 
20 fleur (CaMV), d6crit dans Tarticle de Franck et al., (1980), ou le 

terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 3* non codante du 
gdne de la nopaline synthase du plasmide Ti 6'Agrobacterium 
tumefadens souche a nopaline (Depicker et al., 1982). 

Parmi les promoteurs de transcription pouvant §tre utilises, 
25 par exemple en association avec le gdne d'int6r6t, on peut citer 
notamment : 
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- le promoteur 35S, ou avantageusement le promoteur 
constitutif double 35S (pd35S) du CaMV, decrits dans rarticle de Kay et 
al., 1987; 

- le promoteur PCRU du gene de la cruciferine de radis 
3 permettant {'expression des polypeptides recombinants de Tinvention 

uniquement dans les semences (ou graines) de la plante obtenue a partir 
de cellules transfomndes selon I'lnvention, et decrit dans Tarticle de 
Depigny-This et al.. 1992 ; 

- les promoteurs PGEA1 et PGEA6 correspondent a la 
10 region 5' non codante des genes de la proteine de reserve de graines. 

GEA1 et GEA6, respectivement, d'Arabidopsis thaliana (Gaubier et al., 
1993) et permettant une expression specifique dans les graines ; 

- le promoteur chimerique super-promoteur PSP (Ni M et aL, 
1995), constitue de la fusion d'une triple repetition d'un element activateur 

15 transcriptionnel du promoteur du gene de Toctopine synthase 

diAgrobacterium tumefaciens, d'un element activateur transcriptionnel du 
promoteur du gene de mannopine synthase et du promoteur mannopine 
synthase 6'Agrobacterium tumefaciens ; 

- le promoteur actine du riz suivi de I'intron actine de riz 
20 (PAR-IAR) contenu dans le plasmide pAct1-F4 decrit par Mc EIroy et al., 

1991 ; 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight Glutenine) 
tforge (Anderson O.D. et al.. 1989) ; 

- le promoteur du gene de yzeine de mais (Pyzeine) 
25 contenu dans le plasmide py63 d6crit dans Reina et al., 1990. et 

permettant I'expression dans Talbumen des semences de mafs. 
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Avantageusement, le gene de la sterilite male et le gene 
d*intdr§t sont associds ^ une ou plusieurs sequences codant pour un 
peptide responsable de Tadressage des polypeptides recombinants dans 
un compartiment ddtemrilne de la cellule vegetale, notamment dans le 

5 reticulum endoplasmique ou dans les vacuoles, ou bien meme a 
Texterieur de la cellule, dans la parol pectocellulosique ou dans Tespace 
extracellulalre aussi appeld apoplasme. 

Ces sequences codant pour un peptide d*adressage peuvent 
&tre d'origine vegetale, humaine ou animale. 

10 Parmi les sequences codant pour un peptide d'adressage 

d'origine vegetale, on peut citer : 

- la sequence nucleotidique de 69 nucleotides (indiques 
dans les exemples ci-dessous) codant pour le prepeptide (peptide signal) 
de 23 acides amines de la sporamine A chez la patate douce, ce peptide 

15 signal permettant Tentree des polypeptides recombinants de I'invention 

dans le systeme de secretion des cellules vegetales transformees selon 
I'invention (a savoir principalement dans le reticulum endoplasmique) ; 

- la sequence nucleotidique de 42 nucleotides (indiquee 
dans les exemples ci-dessous) codant pour le propeptide N-terminal 

20 d'adressage vacuolaire de 14 acides amines de la sporamine A chez la 

patate douce, permettant Taccumulation des polypeptides recombinants 
de I'invention dans les vacuoles des cellules vegetales transformees 
selon I'invention ; 

- la sequence nucleotidique de 111 nucleotides (indiquee 
25 dans les exemples ci-dessous) codant pour le pr^propeptide de 37 acides 

amines de la sporamine A constitud de la partie N-terminale vers la partie 
C-temiinale des 23 acides amines du peptide signal susmentionne suivis 
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par les 14 acides amin§s du propeptide susmentionne, ce prepropeptide 
permettant I'entree des polypeptides recombinants de I'invention dans le 
systeme de secretion et leur accumulation dans les vacuoles des cellules 
vegdtales transformees selon I'invention ; 

les trois sequences susmentionnees etant decrites dans les articles de 
Murakami et al., 1986 et Matsuoka et al., 1991 ; 

- le propeptide carboxyterminal de la lectine tf orge decrit 
notamment dans les articles de Schroeder et al., 1993 et de Bednarek et 
al.. 1991 ; 

- et le PRS (Pathogenesis Related Protein. Comelissen et 
al., 1986) permettant la secretion. 

On peut egalement citer parmi les sequences codant pour 
un peptide tf adressage, celle codant pour les peptides KDEL, SEKDEL et 
HDEL a rextremite C-temiinale et pemiettant un adressage dans le 
reticulum endoplasmique. 

Parmi les cellules vegetales susceptibles d*etre 
transformees confonnement a la presente invention, on peut citer celtes 
du colza, tabac, mais, pois, tomate, carotte. ble. orge. pomme de terre. 
soja. toumesol. laitue, riz et luzeme. 

Les genes d'interet a integrer dans le genome de la cellule 
vegetale peuvent etre notamment des genes codant pour des proteines 
tforigine humaine ou animate pouvant presenter un interet therapeutique 
ou prophylactique, telles que le collagene, la lipase gastrique, etc. 

Les genes marqueurs utilises peuvent etre notamment des 
genes conferant une resistance a des antibiotiques tels que 
I'hygromycine, la kanamycine, la bleomycine ou la streptomycine ou a des 
herbicides tels que le glufosinate. le glyphosate ou le bromoxynil. 
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EXEMPLES 

La construction des differents plasmides ainsi que leur 
ligation et la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
5 prealablement competentes, est realisee grace aux techniques usuelles 

d'ADN recombinant (Sambrook et a!., 1989). 



10 EXEMPLE 1 

Construction d*un plasmide binaire associant la sterility 
mSAe conf6r6e par le g6ne codant la PR-glucanase, la production de 
la lipase gastrique de chien, la selection sur kanamycine et la 
15 selection sur basta, utilisabie en trangendse du colza. 

Le plasmide "binaire" ddrivd de pGA492 (An. 1986) qui 
contient entre les bordures droite et gauche; issues du plasmide pTiT37 
d'Agrobacterium tumefadens, sur son ADN de transfert. les sequences 

20 suivantes : le promoteur constitutif du gene nos codant pour la nopaline 

synthase (Depicker et al.. 1982), la sequence codante du gene NPTII 
codant pour la neomycine phosphotransferase conferant la resistance a la 
kanamycine (Berg et Berg, 1983) del6t6e de la region des 8 premiers 
codons dont le codon initiateur methionine ATG et fusionnee a la 

25 sequence des 14 premiers codons de la sequence codante du gene nos 

(Depicker et al.. 1982), la sequence codante du gene nos depourvue de 
la region des 14 premiers codons, le terminateur nos (Depicker et al., 



wo 98/38323 



18 



PCT/FR98/00381 



1982), une region contenant des sites multiples de.clonage (encore 
designee polylinker) (Hindlll-Xbal-Sacl-Hpal-KpnI-Clal-Bglll) precedant le 
g6ne CAT codant pour la chloramphenicol acetyltransferase (Close et 
Rodriguez, 1982) et les sequences terminatrices du gene 6 du plasmide 
5 pTiAS 6'Agmbacterium tumefaaens (Liu et al. , 1 993). 

a) Construction du plasmide pBIOCSOO portant le a6ne 
confarant fa st6r<iit6 male. 

Le gene chimerique correspondant a "promoteur A9-PR- 

0 glucanase-T35S" contenu dans pDWSOPR (Worall et al.. 1992) a 6te 

utilise. Le fragment KpnI-EcoRV portant ce gene chimerique a ete isole 
par double digestion enzymatique par Kpnl et EcoRV, purifie par 
6lectro6lution aprds migration electrophoretique sur gel d'agarose a 0,8%, 
precipit6 d I'alcool, s6che. il a ete insere aux sites Kpnl et Smal du 

5 plasmide pBluescript KS+ commercialise par Stratagene. La ligation a ete 

realisee avec 100 ng du plasmide dephosphoryle et de 50 ng de 
fragments KpnI-EcoRV dans un milieu reactionne! de 10 pi en presence 
de 1 \x\ de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et de 2.5 U d'enzyme 
T4 DNA ligase (Amersham) a 14'C pendant 16 heures. Les bacteries 

9 Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete 

transfomnees. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu contenant 50 pg/ml d'ampiciiline, a ete extrait selon la methode de 
la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. A partir du plasmide obtenu, le fragment Kpnl - SstI portant le 

> g6ne chimerique d§crit ci-dessus a et6 introduit aux sites Kpnl et SstI de 

pGA492. L'isolement du fragment chimerique est r^alis^ avec les 
proc6d6s usuels. La ligation a ete realisee avec 100 ng du vecteur 
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dephosphoryle et de 50 ng de fragments portant le fragment KpnI-SstI 
dans un milieu reactionnel de 10 ml en presence de 1 m' de tampon T4 
DNA ligase x 10 (Amersham) et de 2,5 U d*enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) ^ 14*^0 pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia coli 
5 DH5a rendues prealablement comp6tentes, ont ete transformees. L'ADN 
plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu contenant 12 
pg/ml de tetracycline, a ete extrait selon la m^thode de la lyse alcaline et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. Le 
vecteur obtenu est appele pBIOCSOO. 

10 

b) Construction du plasmide pBIOCSOI portant ie gene 
conferant la resistance au Basta. 

Le fragment EcoRI - Hindlll portant le gene chimerique 
"P35S - pat- TNOS", isol6 a partir du plasmide plB16.1 (Broer et a!., 

15 1988), a ete insere aux sites EcoRI et Hindlll de pBSIISK+ commercialise 

par Strategene et modifie par Tajout d'un site Kpnl dans le site Smal de la 
sequence polylinker de pBSIISK+. Le plasmide resultant est appele 
pBIOC501. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu contenant 50 pg/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de 

20 la lyse alcaline et analyst par digestion enzymatique par des enzymes de 

restriction. 

c) Construction du plasmide pBIOCS02 portant le a6ne 
codant pour la lipase aastriaue de chlen. 

25 Le gdne chim6rique con-espondant a "PCRU-PSLGL-LGC - 

T35S" Isold a partir de pBIOC93 ddcrit dans la demande WO 9633277. 
est port6 par le fragment obtenu par double digestion Sad et Xhol. le site 
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Sad 6tant r6par§ par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase (New 
England Biolabs) selon les recommandations du fabricant. Ce fragment a 
et§ jnsdrS entre le site Apal traite par I'action de I'enzyme T4 DNA 
Polymerase et le site Xhol du plasmide pBIOC501. Le plasmide resultant 
est appeld pBIOC502. LADN plasmidique des clones obtenus. 
s6lectionnes sur milieu contenant 50 pg/ml d'amplcilline. a §te extrait 
selon la m6thode de la lyse alcaline et analyst par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

d) Construction du vccteur blnaire dB|OC503. 

A partir de pBIOC502, un fragment Kpnl portent les 
cassettes d-expression. "PCRU-PSLGL-LGC-T35S" et "P35S - pat '- 
TNOS", a dtd Isold et ligue au site Kpnl de pBIOCSOO. Le plasmide 
resultant est appele pBIOC503. L'ADN plasmidique des clones obtenus. 
selectionn6s sur milieu contenant 12 Mg/ml d'ampicilline. a ete extrait 
selon la m6thode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

L'ADN plasmidique du plasmide pBIOCSOS a ete introduit 
par transformation directe dans la souche LBA4404 d'Agrobacterium 
tumefadens selon le proc6de de Holsters et al. (1978). 



23 
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EXEMPLE 2 

Construction d'un plasmide binaire associant la stdriliti 
5 mkle conf6rie par ie gdne codant pour ia bamase, la production de 

la lipase gastrique de ciilen, la selection sur kanamycine et la 
selection sur basta, utilisable en trang6ndse du colza. 

a) Construction du olasmide DBIOCS04 oortant Ie oene 
10 conf6rant la st6rilit6 male. 

Le gene chimerique correspondant a "promoteur A9 
barnase - T35S" contenu dans pWP173 (Paul et al., 1992) a ete utilise. 
Le fragment Kpnl - EcoRV portant ce gene chimerique a 6te insere aux 
sites Kpnl et Smal du plasmide pBluescript KS+ commercialise par 

15 Strategene. A partir du plasmide obtenu. le fragment Kpnl - SstI portant le 

gene chimerique ddcrit ci-dessus a dt6 introduit aux sites Kpnl et Sstt de 
pGA4g2. Le vecteur obtenu est appele pBIOC504. UADN plasmidique 
des clones obtenus, s6lectionnes sur milieu contenant 50 \Aglrr\\ 
d'ampidlline, a 6te extrait selon la mdthode de la lyse alcaline et analyse 

20 par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. 

b) Construction du plasmide dBIOCSOI oortant le ofene 
conf6rant la resistance au Basta, 

Le vecteur a §t§ construit comme decrit dans Texemple 1 b). 

25 
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c) Construction du plasmide pBIOCS02 portant le oene 
codant oour la lipase aastriaue de chien. 

Le vecteur pBIOC502 a ete construit comme decrit dans 
Texemple 1 c). 

3 

d) Construction du vecteur pBIOCSOS. 

A partir de pBIOC502, un fragment Kpnl portant les 
cassettes rfexpression. "PCRU-PSLGL-LGC-T35S" et "P35S - pat - 
TNOS", a ete isole et ligue au site Kpnl de pBIOC504. Le plasmide 

0 resultant est appele pBIOCSOS. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 

selectionnes sur milieu contenant 50 |jg/ml d'ampicilline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

LADN plasmidique du plasmide pBIOCSOS a ete introduit 

5 par transformation directe dans la souche LBA4404 6'Agrobacterium 

tumefaciens selon le precede de Holsters et al. (1978). 



EXEMPLE 3 

Obtention de plants de colza transg^niques 

Les gralnes de colza de printemps {Brassica napus cv 
WESTAR ou lignees Limagrain) sont desinfectees pendant 40 minutes 
dans une solution de Domestos a 15 %. Apres quatre ringages a Teau 
st6rile, les graines sont mises a gamier, a raison de 20 graines par pot de 
7 cm de diametre et 10 cm de haut, sur du milieu mineral de Murashige et 
Skoog (Sigma M 5519) avec 30 g/l de saccharose et solidifi6 avec du gel 
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Agar d 5 g/l. Ces pots sont places dans une chambre de culture a 26''C 
avec une photopdriode de 16H/8H et sous une intensity lumineuse de 
I'ordrede 80 mE. m-2 S-\ 

Aprds cinq jours de germination, les cotyledons sont 

5 preleves sterilement en coupant cheque petiole environ 1 mm au-dessus 

du noeud cotyl§donaire. 

Parallelement, une prdculture tSAgrobacterium tumefaciens 
souche LBA4404, contenant les plasmides binaires, est realisee en 
Erienmeyer de 50 ml, pendant 36 heures d 28''C dans 10 ml de milieu 

10 bact6rien 2YT (Sambrook et a!., 1989) complemente avec les 

antibiotiques utiles a la selection de la souche utilisee. 

Cette pr6culture sert a ensemencer a 1 % une nouvelle 
culture bacterienne effectuee dans les memes conditions. Au bout de 14 
heures, la culture est centrifugee 1 5 minutes a 3 000 g et les bacteries 

IS sont reprises dans un volume equivalent de milieu de germination liquide. 

Cette suspension est distribuee dans des boites de Petri de 5 cm de 
diametre a raison de 5 ml/boite. 

L'extremite sectionnee du petiole est immergee quelques 
secondes dans la solution d'agrobacteries ainsi preparees, puis le petiole 

20 est enfonce de quelques millimetres dans le milieu de regeneration. Ce 

milieu a la mSme composition de base que le milieu de germination avec 
en plus 4 mg/l de benzyl-amino-purine (BAP), phytohormone favorisant la 
neoformation de bourgeons. Dix explants (cotyledon avec petiole) sont 
mis en culture par boite de Petri de 9 cm de diametre (Greiner reference 

25 664102). 

Apres deux jours de coculture dans les memes conditions 
environnementales que les germinations, les explants sont repiques dans 
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des boites phytatray (Sigma, reference P1552) contenant le milieu 
precedent complemente avec un agent selectif : 45 mg/l de sulfate de 
kanamycine (Sigma, reference K 4000) et un bacteriostatique : melange 
de 1/6 en poids de sel de potassium d'acide ciavulanique et de 5/6 sel de 

5 sodium tf amoxicilline (Augmentin® injectable) a raison de 600 mg/l. 

Deux fois de suite, a trois semaines d'intervalle, les explants 
sont repiqu6s st6rilement sur du milieu neuf dans les memes conditions. 

Les bourgeons verts apparus a la fin du deuxleme ou du 
troisieme repiquage sont separes de Texplant et mis en culture 

0 individuellement dans des pots transparents de 5 cm de diametre et de 10 

cm de haut contenant un milieu identique au precedent mais depourvu de 
BAP. Apr&s trois semaines de culture, la tige du bourgeon transforms est 
sectionnee et le bourgeon est repique dans un pot de milieu frais. Au bout 
de trois a quatre semaines, les racines sont assez developpees pour 

5 permettre I'acclimatation de la plantule dans un phytotron. Les bourgeons 

qui ne sont pas verts ou enracines sont elimines. Ces plantules sont alors 
transplantees dans des godets de 7 cm de cote remplis de terreau (norme 
NF U44551 : 40 % de tourbe bmne, 30 % de bruyere tamisee et 30 % de 
sable) sature en eau. Apres deux semaines d'acciimatation en phytotron 

3 (temperature : 2rc ; photoperiode :16H/8H et 84 % d'humidite relative), 

les plantules sont rempotees dans des pots de 12 cm de diametre remplis 
du meme terreau enrichi en engrais retard (Osmocote, a raison de 4 g/l 
de ten-eau) puis transportees en sen-e (classe S2) regulee a 18^C avec 
deux arrosages quotidiens de deux minutes a Teau. 

5 Des I'apparition de fleurs. celles-ci sont ensachees (Crispac. 

reference SM 570y 300 mm*700 mm) de fagon a empecher la fecondation 
croisee. 
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Lorsque les siliques sont arrivSes S maturity, elles sont 
rdcoltdes, sechSes puis battues. Les graines obtenues servent au dosage 
de Tactivite biochimique du gdne d'inter§t. 

La selection de la descendance transgenique se fait par 
5 genmination sur un milieu contenant du sulfate de kanamyclne a raison de 
100 d 150 mg/i (selon les genotypes). Les conditions operatoires sont 
identiques a celles decrites ci-dessus, a ceci pr§s que les gemninations 
sont effectuSes en tubes de verve avec une seule graine par tube. Seules 
les plantules developpant des racines secondaires les trois premieres 
10 semaines, sont acclimatees en phytotron avant d*6tre passes en serre. 



EXEMPLE 4 

Obtention de plantes de tabac transg^niques 

15 

Les plants de tabac utilises pour les experiences de 
transformation {Nicotiana tabacum van Xanthi NC et PBD6) sont cultives 
in vitro sur le milieu de base de Murashige et Skoog (1962) additionne 
des vitamines de Gamborg et al (1968). Sigma reference M0404), de 
20 saccharose a 20 g/l et d'agar (Merck) d 8 g/l. Le pH du milieu est ajuste a 

5.8 avec une solution de potasse avant autoclavage S 120*C pendant 20 
minutes. Les plantules de tabac sont repiquees par bouture des entre- 
noeuds tous les 30 jours sur ce milieu de multiplication MS20. 

Toutes les cultures in vitro sont rdalisees en enceinte 
25 climatisde. dans les conditions ddfinies ci-dessous : 

- intensite lumineuse de 30 pE.m-2.s-\ photoperiode de 16 

heures ; 
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- thermop6riode de 26X le jour. 24°C la nuit. 
La technique de transformation utilisee est derivee de celle 
de Horschetal. (1985). 

Une preculture d'Agrobacterium tumefadens souche 
LBA4404 contenant les plasmides binaires est r^alisee durant 48 heures 
a 28'C sous agitation, dans du milieu LB (Sambrook et al.. 1989) 
additionne des antlblotiques adequats (kanamycine). La preculture est 
ensuite dilute au 1/50 dans le m§me milieu et cultivee dans les memes 
conditions. Aprfes une nuit, la culture est centrifugee (10 minutes, 3 000 
g), les bactdries sont reprises dans un volume equivalent de milieu MS30 
(30 g/l saccharose) liquide et cette suspension est diluee au 1/10. 

Des explants d'environ 1 cm2 sent decoupes a partir de 
feuilles de plantuies d^crites ci-dessus. lis sont ensuite mis en contact de 
la suspension bactdrienne pendant une heure, puis sech§s rapidement 
sur papier filtre et places sur un milieu de coculture (MS30 solide). 

Apres deux jours, les explants sont transferes en boites de 
P6tri sur le milieu de regeneration MS30, contenant un agent selectif, la 
kanamycine (2 000 mg/l). un bacteriostatique, I'Augmentin® (400 mg/i) et 
les hormones necessaires k I'induction de bourgeons (BAP, 1 mg/l et 
ANA. 0.1 mg/l). Un repiquage des explants est effectue sur le m§me 
milieu apr6s deux semaines de culture. Apres deux semaines 
suppl6mentaires, les bourgeons sont repiques en boites de Petri sur le 
milieu de developpement compose du milieu MS20 additionne de 
kanamycine et d'Augmentin. Apres quinze jours, les bourgeons sont 
repiques de moiti6. L'enracinement prend environ 20 jours, au terme 
duquel les plantuies peuvent etre donees par bouture d'entre-noeuds ou 
sorties en serre. 
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EXEMPLE 5 

Construction d'une source de transposase. 

5 On a constaiit un plasmide binaire portant une source de 

transposase fixee sous le promoteur 35S, puisqu*il s*est avere conduire 
une expression forte et precoce de cette transposase (Finnegan et al., 
1993). 

Pour ce faire, le fragment BamHI-EcoRI de pBI35S Ac 
10 (construit par Finnegan) a ete done aux sites BamHI et SnaBI de pBI121 

(Jefferson et al.. 1987)). Le plasmide resultant nomme pBIOS144 
contient, entre les bordures droite et gauche, le gene de resistance a la 
kanamycine NPTII sous promoteur et terminateur nos. Uelement Ac 
delate de sa partie 5* sous le promoteur 35S, constituent ainsi la source 
15 de transposase fixee, et 1400 paires de bases de la partie 5' du gene 

codant pour la p-glucuronidase d'E. coli (gene GUS note del GUS sur la 
figure 3) suivi du terminateur nos. 

20 EXEMPLE 6 

Construction de r^ldment Ds : Kana^-AMS. 

Les etapes successives ayant conduit a la fabrication de ce 
vecteur sont les suivantes : 

25 
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a) Construction du plasmide PBIOC203 portant le ofene 
conf6rant la resistance a la kanamvcine. 

On a insere le fragment BamHI de 1 Kb (con-espondant au 
gene NPTII) de pCamVNEO (Fromm et al.. 1986) au site BamHI de 
3 pBIOSI (Perez et a!., 1989). Le vecteur pBIOS IK resultant a ete digere 

par EcoRI. Le fragment EcoRI de BIOS IK a ete rendu franc par la 
polymerase Klenow, puis clon§ dans le plasmide AF 3'Ac (Cocherel et al., 
1996) au site EcoRI constituant ainsi pBIOS203. 

10 b) Constru ction du plasmide PBIOS208 portant le afene 

AMS. 

Le fragment EcoRI du vecteur pBGS phl6o contenant 399 
paires de bases de rextr6mit6 5' de I'6l6ment Ac (Cocherel et al., 1996) a 
6t6 clone dans pBSsk (Stratagene) au site EcoRI, constituant ainsi 
IS pBiOS204. 

Le fragment EcoRI - HIndlll (comprenant I'extremite 3" de Ac 
et la cassette NPTII) de pBIOS203 a dte clone dans pBSsk aux sites 
EcoRI - Hindlll constituant ainsi pBIOS205. 

Le fragment Smal de pBIOS204 ((Mmprenant I'extremlte 5' 
20 de Ac) a clone dans pBIOS205 au site Smal constituant ainsi 

PBIOS206. 

Le fragment SphI de DW 80 bin PR-glucanase contenant le 
gdne PR-glucanase (PR-Glu) sous promoteur A9 et temiinateur CaMV 
(Worall et al., 1992) a 6te cion6 au site EcoRI de pBIOS206. Dans le 
25 plasmide resultant pBIOS208, le gdne A9-PR-glucanase est insere dans 
le sens Inverse au gdne NPTII. 
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c\ Insertion de r^i^ment Ds::Kana^-AMS dans un vecteur 

binaire, 

Le vecteur pGA 492DL a 6td obtenu apres las modifications 
suivantes de pGA 492 (G. An) : 
5 - d§l§tion du fragment Sacll-Clal correspondant a la cassette 

d'expression du gene chim^rique NPTIK Ce nouveau vecteur est appele 
pGa 492D ; 

- remplacement du fragment Bglll-Scal (parte d'une partie du 
gdne CAT) de pGA 492D par le polylinker Sacl-Kpnl de pBSIIsk. Ce 
10 nouveau vecteur s'appelle pGA 492 DL. 

Le fragment Hindlll-Spel de pBIOS208 a ete clone aux sites 
Hindlll-Spel de pGA 492 DL pour constituer le plasmide binaire 
pBiOS232. La structure de cet ADN-T est schematisee dans les figures 1 
et2. 

15 

EXEMPLE 7 

Transfonnation et selection de la tomate 

a) Transformation de tomate fvariet6 UC82B) oar le 
20 vecteur binaire construit 

Le vecteur binaire pBIOS232 a etS transfere dans la souche 
d'Agrobacterium LBA 4404. par conjugaison triparentale selon la 
technique deaite par Ditta et al.. 

La transformation de la tomate a etS effectuSe selon la 
25 technique modifiSe de J. Fillatti : 

Des graines du cultivar UC82B sent sterilisees 15 minutes 
dans 10 % de Domestos, et rinc§es trois fois dans de I'eau sterile. 
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Elles sont ensuite semees en pot contenant du milieu de 
culture MSSV^ pendant sept ou huit jours. 

Les cotyledons sont preleves et decoupes transversalement 
en trols parties. Seule la partie centrale est conservee et mise en culture 
a 26**C et a la lumiere, sur milieu KCMS additionne d'Acetosyringone. 
face inferieure centre le milieu. 

Des bacteries de la souche Agrobactehum LBA 4404 sont 
mises en culture une nuit dans du milieu LB supplemente avec I'agent 
selectif approprie (tetracycline). Le lendemain. la culture est centrifugee 
et le culot obtenu est repris dans du milieu KCMS liquide. 

Les explants sont trempes 30 minutes environ dans une 
solution 6' Agrobactehum diluee au 1/20 dans du milieu KCMS additionne 
d'Acetosyringone. lis sont ensuite seches rapidement sur papier filtre. 

Les explants sont ensuite : 

- remis sur le meme milieu KCMS pendant deux jours a 
robscurite a 26X ; 

- laves dans du milieu liquide 2Z additionne d'Augmentin 
(400 mg/l) et seches sur papier filtre ; 

- transferes sur milieu solide 2Z contenant 400 mg/l 
d'Augmentin et 100 mg/l de Kanamycine ; 

cultives a la lumiere a 26^C ; et 

- repiques sur du milieu 2Z frais. quinze jours apres. 

Trois semaines apres la coculture. les premiers bourgeons 
apparaissent. LorsquMIs atteignent environ 1 cm. ils sont separes de 
rexplant et repiques sur milieu Dev ou ils s'enracinent en une ou deux 
semaines s'ils sont bien transformes. 
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Quand ils sont bien enracines. ils sont repiques en motte 
Jiffy-7 (par AS Jiffy Products) au phytotron. ou ils s'acclimatent 
rapidement. 

Des que le systdme racinaire est bien developpe en "Jiffy". 
5 les plantes sont repiquees en pot de 12 cm de diametre puis en container 

de 30 cm de diamdtre, et cultivSes en serre, sous arrosage automatique 
et solution nutritive (solution diluee a 5 kg/50 1 delivree d 1 .6 %). 

b) Analyse mol6culaire des transformants primaires 
contenant TADN-T de pBiOS144 ou dBIOS232- 

Quand les plantes transformees sont assez developpees en 
serre. des feuilles sont prelevees (environ 5 g) pour en extraire TADN 
analyse ensuite par Southern Blot selon les methodes couramment 
utilisees (Sambrook et al.). 

UADN de cheque plante est digere avec Tenzyme Hindlll. 
Apres migration et transfert sur membrane de nitrocellulose, ceux-ci sont 
soumis a des hybridations avec differentes sondes permettant de verifier : 

- le nombre de copies de TADN-T inserees, 

- si I'ADN-T a 6te insere dans son integralite, 

- la presence ou Tabsence d'extrabordures. 
Au terme de ces analyses moleculaires, on selectionne 

uniquement les plantes comportant un ADN-T entier unique sans 
extrabordure. 

Le meme protocole a et6 mise en oeuvre pour transformer 
des cellules de tomate avec le plasmide pBIOS144 et selectionner les 
plantes transformees. 



15 
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EXEMPLE 8 

Evaluation de la source de transposase fixde 

5 

Une fois la source de transposase fixee et integree dans les 
plantes. on a verifie qu'elle etait capable d'activer un element "Ds". Pour 
cela, les plantes ayant le plasmide pBI0S144 selectionnees sont croisees 
avec une plante contenant un element Ds testeur dont Texcision restaure 
10 l'activit§ du gene Gus (p-glucuronidase). Ce Ds a ete construit en deux 

§tapes: 

- le fragment Bglll-Spel de pBIOS206 con-espondant au 
Ds::Kanaf^ a ete insere aux sites BamHI-Xbal de pBI221 (Clontech) pour 
obtenir pBIOS226. 

15 On a ensuite insere le plasmide pBIOS226 entier au site 

Hindlll dans pGA 492 DL. Le plasmide binaire resultant pBIOS228 
comporte entre les bordures droite et gauche le DsiiKana^^ entre le 
promoteur 35S et la partie codante du gene Gus. 

Toute excision de ce Ds::KanaR se traduira par une 

20 expression du gene rapporteur Gus. Un test Gus (Jefferson et al..) est 

realise sur les descendants F1 de ce type de croisement pour evaluer 
TefRcacitS des diff§rentes lignSes contenant la transposase. Des taches 
bleues ont 6te detectees sur des cotyledons et des secteurs sur des 
feuilles de plantes issues de croisement entre une lignee "transposase" et 

23 une lignee "Ds testeur". Le nombre de taches et secteurs sur une plante 
atteste de I'effficacite de la source de transposase dans cette plante. 
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EXEMPLE 9 

G6n6ration de iign6es de transposase fix6e 

5 Les transformants unicopie et sans extrabordure 

selectionnes et evalues positivement selon Texemple precedent ont ete 
soumis a deux cycles sucessifs tfautofecondation. Les lots de graines T2 
ont ete recoltes separement. 

Pour chaque T2, on a evalue la segregation pour la 

10 resistance d la kanamycine afin de detecter les lots de graines 

homozygotes. Pour chaque lot, une trentaine de graines sont semees eo 
terre en serre. Dix-huit jours apr§s le semis, une solution a 400 mg/l de 
kanamycine est pulverisee sur les plantules pendant trois jours. (Weide et 
al..). Cinq jours apres, 11 est aise d*identifier les plantes sensibles a la 

IS kanamycine. D'apres la segregation des plantes resistantes et sensibles, 

et conformement ^ la segregation Mendelienne d*un gene dominant, on 
identifie les lots de plantes homozygotes pour le transgene. Ce sont ceux- 
la que Ton garde preferentiellement et qui serviront a croiser les plantes 
contenant t'dldment Ds::Kana^ -AMS. 

20 



EXEMPLE 10 

Croisement des ligntes DsnKana*^ -AMS avec des 
ligndes "transposase" homozygotes 

25 

Les transformants primaires selectionnes (unicopie sans 
extrabordure) sont dvalu§s d6s leur floraison en serre, pour la fertilite par 
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observation microcospique de coupe transversale du tube d'anthere de 
une ou deux fleurs par plante, dans du carmin acetique. A I'issue de cette 
evaluation, seules les plantes males steriles qui ne presentent pas de 
pollen sont conservees. 

Les plantes steriles portant le Ds::KanaR - AMS sont 
fecondees avec du pollen de lignees exprimant la transposase d'Ac. Les 
fruits sont recoltes et les graines extraites. 

EXEMPLE11 

A - Identification d'6v6nement d'excision sur les planter 
F1 

Les graines issues de croisement entre les plantes portant la 
source de transposase et celles portant le Ds::KanaR -AMS sont semees 
en ten-eau en serre. Au stade cotyledons, un cotyledon par plantule est 
preleve en vue tfune extraction rapide d'ADN (Lassner et aL, 1989) pour 
un test PCR avec les oligonucleotides A9a et A9b (fig. 1). Les conditions 
de PCR utilisees sont les suivantes : 

ADN : 40 ng (ou 10 |j| de la microextraction) 

oligoAga (10 pM/Ml) : 3 pi 

oligoA9b(10pM/Ml):3pl 

Tampon x 10: 10 pi 

Mix dNTP (5 mM) : 4 |j| 

Taq Promega : 0.4 Ml 

MgCl2 25 mM : 8 pi 

H2O up qsplOO Ml 
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Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
Apres 2 minutes de denaturation a 95X, on realise 40 
cycles des operations suivantes : 

30'*de denaturation a 94''C 
5 30" d'hybridation a 55X 

1'30" tf6longation a 72^C 

Le but de ce test est ^identifier rapidement les plantes 
porteuses du gene AMS (bande a 800 paires de bases en PCR) de ceile 
qui ne le portent pas (pas de bande en PCR). Les plantes porteuses du 
10 gene AMS sont rempotees et pendant leur floraison, on surveille 

Tapparition de fruits qui reveleraient un ou des secteurs d'excision 
somatique. Uobservation de fruits sur des plantes F1 revele soit une 
excision sans reinsertion du Ds soit une excision suivie d'une reinsertion 
avec perte d'activite. 

15 Pour verifier cela, les graines issues de ces fruits sont 

extraites et semees, Une analyse moleculaire par PCR de ces plantes est 
r6alis6e pour verifier qu'elles ne portent plus le Ds::Kana^ -AMS, mais 
qu'elles possedent la "cicatrice" de TADN-T et/ou le gene d'interet. Pour 
cela, un cotyledon de cheque plantule est preleve pour extraction rapide 

20 tfADN. 

Un aliquot de cet ADN est preleve pour etre soumis a deux 
reactions PCR : 

- rune avec les oligonucleotides EM1 et EMS (fig. 2). 
Les conditions de PCR utilisdes sont les suivantes : 
25 ADN : 40 ng (ou 10 |jl de la microextraction) 

oligo EM1 (10 pM/pl) : 3 mI 
oligo EMS (10 pM/pl) : 3 mI 
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Tampon X 10 : 10 |jl 
Mix dNTP (5 mM) : 4 |jl 
Taq Promega : 0.4 pi 
MgCl2 25mM: 18^1 
5 BSA: 8 Mi 

Glycerol : 2.5 mI 
H2O up qsp 100 pi 

Les r6actions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
Apres 2 minutes de denaturation a 95*C, on realise 40 
10 cycles des operations suivantes : 

30"de denaturation a 94''C 
30" d'hybridatlon d 62*C 
45" tf6longation d 72X 



Ce test permet de voir si la plantule est porteuse de la 
cicatrice de TADN-T et/ou du gene d'interet. Dans le cas ou {'element Ds 
est excis§, on attend un fragment de 300 paires de bases environ, pour la 
cicatrice seule, auquel it faut rajouter la taille du gene d'interet ; 

- rautre avec les oligonucleotides 5'H et Ac12 (fig. 3). 

Les conditions de PGR utilisees sont les suivantes : 

ADN : 40 ng (ou 10 pi de la microextraction) 

oligo 5'H(10pM/(j|):3Ml 

oligo Ac12 (10 pM/pi) : 3 pi 

Tampon X 10 : 10 pt 

Mix dNTP (5 mM) : 4 pi 

Taq Promega : 0,4 pi 

MgCl2 25 mM: 18pl 
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BSAx100:8mI 
Glycerol : 2,5 pi 
H20upqsp 100 |jl 

Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
5 Aprds 2 minutes de denaturation a OS^'C. on realise 40 

cycles des operations sulvantes : 

30**de denaturation a 94*^0 
30" d'hybridation a 62*C 
raO" tf elongation a 72X 
10 Ce test permet de verifier Tabsence du gene codant pour la 

transposase. S'il n'y a pas de fragment amplifie, la transposase est 
absente. Si elle est presente. on detecte une bande de 1 ,6 Kb. 

Les plantes issues d*evenements d'excision ne portent plus 
que le gene d'interet sans la resistance a la kanamycine ni TADN-T 
15 portant le gene codant pour la transposase seront positives avec le 

premier jeu d'oligonucieotides (EM1-EM5) et negatives avec le deuxieme 
(5'H-Ac12). 

Une analyse Southern realisee sur ces plantes permet de 
confirmer la presence du gene d'interet et Tabsence du gene de 
20 resistance e la kanamycine. 



B - Identification de transformants depourvus du 
marqueur seiectif 



25 H Materiels 

Sonde NPTII : 
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Amplification tfun fragment de 1 KB du gene NPTII du 
vecteur pBios232 avec les oligonucleotides Kana7 et KanaS, de 
sequences. 

Kana 7 : gctcgacgttgtcactgaag 
Kana 8 : cccggaaaacgattccgaag 

Le gene NPTII utilise a ete isole a partir du transposon Tn5 
Escherichia co// (Berg et Berg, 1983). 

Sondes Cat intraLB n-intra RB : 

Melange de 2 sondes : 

Cat int LB : fragment Sail de TADN-T de pGA 492 DL 
contenant la bordure gauche et une partie du gene Cat 

Int RB ; fragment Sail de TADN-T de pGA 492 contenant la 
bordure droite 

L'ensemble des 2 sondes correspond a Tensemble de 
TADN-T de pGA 492 DL qui est le vecteur de base ayant servi a la 
construction de pBios 232 ayant servi a creer les plantes Ds : :Kana^ 
AMS. 

2) Identification et culture des olantes a deux 
composants actifs : 

Des graines F1 issues de croisement entre une plante 
portant te Ds::Kana^AMS et une plante portent la source de 
transposase fixee ont 6te obtenue et semees. Un test PCR sur de TADN 
de cotyledons de 173 plantes a ete fait avec les oligonucleotides EM1 et 
EMS comme d6crit plus haut. Ce test a pemiis d'identifier 18 plantes ou 
une bande de 350 pb a §te amplifide par EMI -EMS, rev6lant ainsi des 
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evenements d*excision somatiques, attestant la presence et la 
fonctionalite des 2 elements du systeme. 

Le systeme a ete mis au point avec un ADN-T portant un 
Ds : iKana''- AMS mais pas de gene d'interet. De ce fait la bande 
5 d'excision r6v6l6e par un amplification faite avec EM1 et EMS est 

d'environ 350 pb. Dans le cas ou un gene d'interet est insere, cette bande 
sera allongee de la taille de ce g^ne. Selon un autre mode de realisation, 
on peut egalement utiliser des oligonucleotides specifiques du g§ne 
d'interet. 

10 Ces 18 plantes ont 6t6 cultivees en champ pendant 4 mois . 

L'observation des fleurs est faite regulierement pour verifier la fertilite 
des anthSres, ainsi que Tapparition de fruits. Pour 3 de ces 18 plantes 
des fruits sont apparus sur certains bouquets seulement. Ces plantes 
etaient done chimeriques pour les ph^notypes mSile sterile /mSle fertile. 

15 Les fruits sur ces plantes ont dt6 recolt6s bouquet par bouquet en notant 

la hidrarchie du bouquet par rapport d la plante entiSre. 

Des graines de fruits apparus sur 3 bouquets des 3 plantes 
redevenues partiellement fertiles ont ete semees. Des feuilles des 
plantules obtenues (4 plantules / bouquet), ont 6te preievees en vue 

20 d'une extraction d'ADN pour une analyse de type Southern. L'ADN est 
soumis S une digestion avec I'enzyme Hind III (site unique dans TADN-T). 
avant d'fetre soumis d une diectrophorese et un transfert sur membrane. 
Les 36 dchanti lions correspondent aux descendants F2 ont et§ traitSs en 
mSme temps que de I'ADN des parents de I'hybride (la plante portant le 

25 Ds : :Kana"-AMS et la plante portant la source de transposase fixee). de 

maniere d avoir les profils de reference. L'hybridation du Southern blot 
avec les sondes NPTII et Cat-int LB a permis d'identifier des plantes qui 
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ne portaient plus I'ADN-T contenant la source de transposase ni le 
Ds : iKana'^-AMS mais qui contenaient bien la cicatrice de I'ADN-T. grace 
a la comparaison avec le profil des parents.. 

Nous avons analyse au total 36 plantes. sans selection 
prealable i la kanamycine, provenant de 3 bouquets des 3 plantes ou des 
fruits ont ete observes. 

3) Bilan de Tanalvse : 

20 plantes portant TADN-T « cicatrise » c'est a dire 
revelant 1 bande hybridant avec la sonde Cat int LB-RB, de taille 
inferieure a celle presente dans le parent portant le Ds, Cette meme 
bande n'est pas hybridee par la sonde NPTII. 

31 plantes portant la source de transposase, c'est a dire 
revelant une bande hybridant avec la sonde NPTII de taille identique a 
celle revelee par la meme sonde chez le parent portant la source 
de transposase fixee. 

5 plantes portant I'ADN-T vide mais ne portant pas la source 
de transposase. 

Sur 36 plantes analysees. 5 se sont averees etre des 
transformants propres ne portant plus que I'ADN-T porteur du gene 
d'interet, et ayant excise le gene marqueur de selection. 

II est done possible de selectionner des plantes 
transformees propres 2 generations apres le transformant primaire. 

Les avantages de cette technique sont multiples. Elle permet 
d'identifier de maniere pr6coce les transfomiants depourvus de marqueur 
s^lectif. 
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Le croisement du transformant primaire avec la source de 
transposase est faciiitd et plus fiable puisque celui ci est mSile sterile. 

Cette technique permet enfin le criblage d'un faible nombre 
de ptantules pour identifier des transformants propres : sans preselection 
5 prdalable. apres analyse de 36 descendants de 3 plantes, il a ete 

identifi6 5 plantes contenant TADN-T depourvu du Ds : iKana'*- AMS. 

Par ailleurs, il est possible d'ameliorer Tidentification des 
transformants depourvus de marqueurs : 

si on traite prealablement a la Kanamycine les descendants 
10 des fruits produits sur une plante portant le Ds : :Kana^- AMS et la 

source de transposase, on doit avoir un quart de plantes Kana^ au lieu de 
15/16 (normalement obtenus s'il n'y avait pas excision du Ds). Panmi 
ceux-ci, Va sont porteurs de I'ADN-T « propre », I'autre quart 
correspondant aux s6gregants classiques qui ne portent aucun 
15 transgene. L'observation d'une segregation */i de plantes resistantes pour 

% de sensibles permet en outre de confirmer rapidement que le systeme 
d'^limination a ete efTicace. 

II est done possible d'identifier des descendants propres en 
analysant trds peu de plantes parmi les plantules F2 sensibles a la 
20 Kanamycine. 

4> Conclusion : 

Cette etude montre que Tadjonction d'un g6ne conferant la 
25 st^rilite mdle artificielle au systeme d'elimination de gdne marqueur par 

Ac / Ds, permet d'identlfier rapidement les descendants portant le gene 
d'interfet sans le marqueur selectif, tout en facilitant le processus et en 
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prevenant la dissemination par le pollen d'evenements transgeniques 
insuffisamment caract^rises. 

EXEMPLE 12 

5 Constniction d'un plasmide binaire pBIOC4-FLP poitant 

la recombinase FLP. 

La sequence codant la recombinase FLP de Saccharomyces 
cerevisiae est contenue dans pOG44 commercialise par Stratagene. Le 

10 plasmide pOG44 a ete digere par les enzymes Hindlll et Kpnl et le 

fragment Hindlll-Kpnl a ete isole. La ligation a ete realisee avec 100 ng 
du vecteur pBIOS512 dephosphoryle et 50 ng de fragment Hindlll-Kpnl 
portant la sequence codant la recombinase dans un milieu reactionnel de 
10 Ml en presence de 1 pi de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et 

15 de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14**C pendant 16 

heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, ont ete transformees. Le plasmide resultant est appele 
pB10S512-FLP. UADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu contenant 50 pg/ml tf ampicilline, a ete extrait selon la methode de 

20 la iyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 

restriction. Le fragment portant la sequence codant la recombinase FLP a 
6X6 iso\6 par digestion enzymatique par Kpnl suivi de Taction de I'enzyme 
T4 DNA Polymerase (New England Biolabs) selon les recommandations 
du fabricant puis de la digestion par Hindlll. Le fragment a ete purifie par 

25 electrophorese sur gel d'agarose 0,8%. 6lectroelue. precipite 6 Talcool et 

s6ch6. II a 6t6 introduit au site BamHI, traite par I'enzyme Klenow (New 
England Biolabs) selon les recommandations du fabricant, et au site 
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Hindlll du plasmide pBIOS512. La sequence nud^otidique de FLP a ete 

verifi6e par sSquengage a Taide du kit de sSquengage T7™ 
commercialise par Pharmacia selon la methode des didesoxynucleotides 
(Sanger et a!., 1977). Le plasmide pBIOS512 derive de pUC et porte la 

5 cassette d'expression "promoteur double 35S (PD35S) - terminateur NOS 

(TNOS)" (fragment EcoRI). Le promoteur double 35S provient de pJIT163 
(WO 96 33277). 

A partir de pBIOS512-FLP, le fragment EcoRI portant la 
cassette d'expression "PD35S-FLP-TNOS" a ete isole par digestion 

10 enzymatique par EcoRI. purifie sur gel d'agarose a 0,8%, electroelue, 

precipite a Talcool et seche. II a ete introduit au site EcoRI de pBI0C4 
(WO 96 33277) d6phosphoryle par I'enzyme phosphatase alcaline 
d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selons les recommandations du 
fabricant. La ligation a ete realisee avec 100 ng du vecteur dephosphoryle 

15 et 50 ng de fragments portant la cassette "PD35S-FLP-TNOS'* dans un 

milieu reactionnel de 10 pi en presence de 1 ^1 de tampon T4 DNA ligase 
X 10 (Amersham) et de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 
14'C pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prdalablement competentes, ont ete transformees. Le plasmide resultant 

20 est appele pBIOC4-FLP. UADN plasmidique des clones obtenus. 

selectionnds sur milieu contenant 12 \}g/tr}\ de tetracycline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. L'ADN plasmidique du plasmide binaire 
pBI0C4-FLP a ete introduit par transformation directe dans la souche 

25 LBA4404 dAgmbacterium tumefaciens selon le precede de Holsters et 

al. (1978). La validity du clone retenu a 6t6 verifide par digestion 
enzymatique de I'ADN plasmidique introduit. 
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EXEMPLE 13 

Construction d'un plasmide binaire et pBIOCSII, portant 
la st^rilitd mdle et la selection sur kanamycine entre des sites de 
recombinaison sp^cifique FRT, utilisable en trangen^se du tabac. 

Le plasmide binaire pGA492 (An, 1986) a ete delete des 
sequences suivantes : le promoteur constitutif du gene nos codant pour la 
nopaline synthase (Depiclter et al., 1982), la sequence codante du gene 
nptll codant pour la neomycine phosphotransferase II (Berg et Berg, 
1983) dSletee de la region des 8 premiers codons dont le codon intiateur 
methionine ATG et fusionnee a la sequence des 14 premiers codons de la 
sequence codante du gene nos (Depicker et al., 1982), la sequence 
codante du gene nos depourvue de la region des 14 premiers codons, le 
terminateur nos (Depicker et al., 1982). Cette delation a §te realisee par 
digestion totale Clal. suivie d'une digestion partielle Sacll. Le fragment est 
purifie, puis soumis ^ I'action de I'enzyme T4 DNA Polymerase (New 
England Biolabs) selon les recommendations du fabricant. La ligation du 
plasmide et la transfonnation de bact^ries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement comp6tentes, sent rdalis^s en suivant les precedes 
usuels (Sambrook et a!., 1989). Le plasmide resultant est appele 
PBIOC506. 

Le site d'integratlon sp6cifique FRT a ete amplifi§ par PCR a 
partir du plasmide pOG45 commercialise par Slrategene. Les deux 
oligodesoxynucl§otldes utilises comme amorces pour la PCR sont : 
5" CCC CTG CAG TTT TCA AAA GCG CTC TGA AGT TC 3' et 
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5' CCA AAG CTT GAA TTC GCC AGG GGG ATC TTG AAG TTC 3'. 

Les fragments correspondants au site FRT, issus de 
ramplification PCR ont 6t6 digSrds par PstI, soumis a l*action de Tenzyme 
T4 DNA Polymerase (New England Biolabs) selon les recommendations 

5 du fabrlcant, puis digSrSs par EcoRI. lis ont §td purifies sur gel d'agarose 

d 2 %, electrodlues, precipitds d ralcool, seches et repris dans de Teau. 
Puis ils ont dtd liguds entre le site Sad prealablement soumis S Taction de 
I'enzyme T4 DNA Polymerase et le site EcoRI du plasmide pUC18 
commercialise par Pharmacia. Le plasmide resultant est appele 

10 PBIOC507. 

Un deuxidme site FRT a 6t6 introduit dans le plasmide 
pBIOC507. Ce deuxi§me site FRT resulte de ramplification PCR a I'aide 
des deux oligodesoxynudeotides : 

5' CCC CTG CAG TTT TCA AAA GCG CTC TGA AGT TC 3* et 
15 5' AAA GGT ACC GCC AGG GGG ATC TTG AAG TTC 3\ 

Les fragments amplifies ont digeres par PstI et Kpnl, soumis 
a Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase, et ligues au site SphI 
prealablement trait§ par Taction de Tenzyme T4 DNA Polymerase, du 
plasmide pBIOC507. Le plasmide resultant est appele pBIOC508 et 
20 contient les deux sites FRT orient6s dans le meme sens. 

A partir du plasmide pBIOC508, le fragment Hindlll - EcoRI 
portent les deux sites FRT, a §t6 Isold. Ce fragment a ete insere aux sites 
Hindlll et EcoRI du plasmide pBIOC506. Le plasmide resultant est appele 
pBIOCSOg. 

25 Pour conf6rer la stdrilitd male, le fragment SphI portent le 

gene chimerique correspondant a "promoteur A9 - barnase -T35S" 
contenu dans pWP173 (Paul et al.. 1992) a et6 utilise. Ce fragment SphI 
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a ke traite par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase et ligue au site 
PstI traite par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase du piasmide 
pBIOC509. Le piasmide resultant est appeje pBIOC510. 

Enfin, pour permettre la selection sur kanamycine (Fromm et 
al., 1986). le fragment EcoRI traite par Taction de I'enzyme T4 DNA 
Polymerase, con-espondant il la cassette d'expression "PNOS - nptll - 
TNOS" Isolee a partir d'un piasmide de pBIOSi dans lequel a ete clone 
au site BamH1 le fragment BamH1 codant pour le g§ne nptll, a ete ligue 
au site Kpnl tralt§ par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase du 
piasmide pBIOC510. Le piasmide resultant est appele pBI0C51 1 . 
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MILIEUX DE CULTURE 

LB 

10 g/l Bactotryptone 
5 g/l extrait de levure 
5 10g/INaCI 

pH 7,5 ajust6 avec NaOH 



MSSV/2 

10 2.2 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 

Sigma) 

2 ml/I vitamlnes de Nitsch 
15 g/l saccharose 
8 g/l Agar-Agar 
15 pH 5,9 avant autoclavage 



2Z 

4,4 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 
20 Sigma) 

2 ml/I vitamines de Nitsch 

30 g/l saccharose 

2 mg/l Zeatine 

400 mg/l Augmentin 
25 100 mg/l Kanamycine 

8 g/l Agar-Agar 

pH 5,9 avant autoclavage 
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KCMS 

4.4 g macro et micro-6lements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 

Sigma) 
3 0,9 mg/l Thiamine 

200 mg/l potassium dihydrogdnophosphate 

30 g/l saccharose 

8 g/l Agar-Agar 

200 pM Acetosyringone 
10 0,2 mg/l 2-4D 

0.1 mg/IKin6tine 

pH 5.9 avant autociavage 



15 fiEV 

2,2 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 
Sigma) 

2 ml/I vitamines de Nitsch 
15 g/l saccharose 
20 50 mg/l Kanamycine 

400 mg/l Augmentin 
8 g/l Agar-Agar 
pH 5,9 avant autociavage 



25 
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MS20 

4,4 g/l M0404 (SIGMA) 
20 g/l Saccharose 
8 g/l Agar-Agar (milieu solide) 
5 pH 5.7 

-I- dventuellement hormones veg§tales BAP 1 mg/l et ANA 0,1 mg/l 



10 MS30 

4,4 g/l M0404 (SIGMA) 
30 g/l Saccharose 
8 g/l Agar-Agar (milieu solide) 
pH 5.7 

15 + 6ventueliement hormones v6g6tales BAP 1 mg/l et ANA 0,1 mg/l 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation d'une plante male sterile pour eviter la 
5 dissemination d'un transgene d'interet integre dans le genome de ladite 

plante. 

2. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle ladite 
plante est porteuse d'une sterilit6 male cytoptasmique. 

10 

3. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle ladite 
plante est porteuse d*une sterilite male nucleaire. 

4. Utilisation d'un gene AMS excisable comme moyen 
permettant le criblage de plantes transformees genetiquement ayant 
int6gre un transgene d'interet et elimine un fragment tf ADN excisable, 
ledit fragment d'ADN excisable pouvant : 

- soit etre ledit gene AMS lui-meme, 

- soit contenir le gene AMS lie genetiquement a un fragment 
d'ADN indesirable. de telle sorte que ledit gene AMS et ledit fragment 
tfADN indesirable puissent fttre excises simultanement, ledit fragment 
d'ADN indesirable etant de preference un gene marqueur. de preference 
un gene conferant une resistance a un antibiotique. 

5 Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
prdcedentes, caracteris6e en ce que ladite plante est choisie parmi le 
mais, colza, le tabac ou la tomate. 



15 



20 
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6. Plante transgenique, partie ou extrait de plante 
transgSnique, caracterisee en ce que ledit transgene d'interet est lie 
genetiquement a un gene AMS associe a des elements pemiettant son 

5 expression dans les cellules vegStales, notamment un promoteur et un 

terminateur de transcription. 

7. Vecteur. notamment plasmide, caracterise en ce qu'il 
contient un transgene d'interet associe a des elements permettant son 

10 expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et un 

terminateur de transcription, lie genetiquement a un gene AMS associe a 
des elements permettant son expression dans les cellules vegetales, 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription. 

15 8. H6te cellulaire, notamment bacterie telle que 

Agrobacterium tumefaciens, transforme par un vecteur selon la 
revendication 7. 

9. Proced6 tfinsertion d'un gene AMS dans une plante 
20 caracterise en ce qu'il comprend la transformation de cellules vegetales. 

notamment ^ Taide d*un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-m§me 
transforme par un vecteur selon la revendication 7, de maniere a integrer 
dans le gdnome de ces cellules un gene AMS lie genetiquement a un 
transgdne d'intdr§t. 

25 

10. Proc6de d'dlimination d'un fragment d'ADN excisable, 
caracterise en ce qu'il comprend : 
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-soit 

a) la transformation de cellules vegetales, notamment a 
{'aide d'un hote cellulaire selon la revendication 8. lui-meme transforme 
par un vecleur selon la revendication 7 comprenant un gene AMS 

5 excisable, de maniere a integrer dans le genome de ces cellules ledit 

gene AMS, excisable par recombinaison ou transposition ; 

b) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c) la transformation de cellules vegetales de maniere a 
10 integrer dans le genome de ces cellules un element inducteur de 

transposition ou de recombinaison; 

d) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees mentionnees S Tetape c) ; 

e) le croisement des plantes males steriles obtenues a 
15 retape b) avec les lignees exprimant la transposase ou la recombinase 

obtenues a r§tape d), des evenements d'excision se produisant chez les 
plantes F1. 

- soit 

a') la transformation de cellules vegetales, notamment a 
20 Taide d'un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-meme transfonne 

par un vecteur selon la revendication 7 comprenant un gene AMS 
excisable, de maniere a int6grer dans le genome de ces cellules ledit 
gene AMS excisable par recombinaison ou transposition ; 

b') la regeneration de plantes transformees a partir des 
25 cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

tf) la transformation des cellules veg6tales issues des 
plantes transfonnees sus-mentionnees de maniere d integrer dans le 
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genome de ces cellules un element inducteur de transposition ou de 
recx)mbtnaison; 

d') la r^gSn^ration de plantes transfomfiees a partir des 
cellules vdgdtales transfoondes mentionnees a I'etape c'). 

5 

11. ProcSdd de production d'un produit d'expression d'un 
transgene d*int6ret caract6ris§ en ce qu*il comprend : 

a) - soit la transformation de cellules veg6tales, notamment 
S Taide d'un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-meme transforme 

10 par un vecteur selon la revendication 7, de maniere a integrer dans le 

genome de ces cellules un gene AMS lie genetiquement a un transgene 
d'interet ; 

- soit la transformation de cellules vegetales porteuses 
d'une sterilite male cytoplasmique ou nudSaire de maniere a integrer un 
13 transgdne d*int§r§t dans le genome de ces cellules ; 

b) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c) la recuperation du produit d'expression dud it transgene 
d'intdret dans lesdites cellules ou plantes transformees sus-mentionnees, 

20 notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une purification. 

12. Kit pour la mise en oeuvre du precede selon la 
revendication 10, caract6ris6 en ce qu'il contient d'une part un vecteur 
selon la revendication 7 comprenant un gene AMS excisable, ou une 

25 plante ou partie de plante transfonn6e par ledit vecteur, et d'autre part un 

vecteur portant une source de transposase ou de recombinase, ou une 
plante ou partie de plante transformSe par ledit vecteur. 
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1/1 



A9a A9b 




t-CamV 



} LB 



S'Ac cat 



pBios232 



site de clonage 
du ydne d'irUirit 



A9a = TAGACATTGTAGGTTGGTTTTO 
A9b = TCTAGTTACTTCATAAGTTTTG 



Localisation des oligonuclgotides A9a et A9 b 



pnos 



EMI 

im NPTII 



pA9 PR-glu t-CmV 



site de cUmage 
du gene d'xatirit 




pBios232 



S'Ac cat 



EMI = CATGAGCGGAGAATTAACG 
EMS = TTATTCAGGCGTAGCAACCAGG 



Localisation des oligonucleotides EMI et EMS 



pro 35S 5'H Ac12 
RB pnos HPTII tnos ) P "*] 



iransposase fixie 



del CUS r-nos LB 

pBios144 



5'H = AAGGATCCTGGCAAAGACATAAATC 
Ac12 = AGATGCTGCTACCCAATCTTTTGTGC 



Localisation des oligonucl€otides 5'H et Acl2 



